STAT3セリン727リン酸化は、主にTC45を介してチロシン705の脱リン酸化を促進することでSTAT3活性を制御する by 若原, 良平
 
 
氏     名   若原 良平 
学 位 の 種 類   博士（医学） 
学 位 記 番 号   第 5723 号  
学位授与年月日   平成 23年 3月 31日  
学位授与の要件   学位規則第４条第 1項該当者  
学 位 論 文 名   Phospho-Ser727 of STAT3 Regulates STAT3 Activity by Enhancing     
 Dephosphorylation of Phospho-Tyr705 Largely Through TC45 
（STAT3セリン 727リン酸化は、主に TC45を介してチロシン 705の脱リン酸化   
 を促進することで STAT3活性を制御する） 
論文審査委員   主 査 中嶋 弘一 教授     副 査 新宅 治夫 教授  
          副 査 北川 誠一  教授 
 
 
論 文 内 容 の 要 旨 
 
【目的】STAT3は、IL-6などの刺激により核移行の後、DNAに結合し転写をもたらす。STAT3の十分
な転写活性には Ser727 のリン酸化が必要であるが、その役割はなお不明なことが多い。本研究では
Ser727 のリン酸化が STAT3 による転写活性の持続時間をも制御していることを発見し、その作用機
序を検討した。 
【方法】ヒト肝癌細胞株 HepG2 細胞の内在性 STAT3を siRNAを用いてノックダウンした細胞株を用い
た。HepG2-STAT3KD 細胞に siRNA耐性のマウス STAT3 野生型や Ser727 を Ala または Asp に変異させ
た STAT3 S727Aや STAT3 S727D をレンチウイルスベクターにて導入し、それぞれ同程度に発現する安
定細胞株を得た。それぞれの細胞について IL6刺激後の socs3の mRNAを定量的に測定し、またクロ
マチン免疫沈降法を用いてプロモーター上に結合する時間を定量的に観察した。さらにウエスタンブ
ロット法を用いて IL6刺激後のそれぞれのチロシン 705番目のリン酸化持続時間を観察した。つぎに
これら細胞株に TC45 をレンチウイルスベクターを用いてノックダウンした細胞と過剰発現した細胞
株を作成し、ウエスタンブロット法を用いて同様の実験を行った。 
【結果】STAT3 S727A変異体は、野生型に比べて、IL-6による socs3の mRNA発現量は低下するもの
の、刺激後により長く転写活性が遷延した。またクロマチン免疫沈降法(ChIP)で socs3遺伝子プロモ
ーター上の STAT3の結合も、野生型 STAT3に比べ STAT3 S727Aでは持続することが確認された。IL-6
刺激後にキナーゼ阻害剤 Staurosporineにて JAKを阻害したところ、野生型や S727D変異体では Y705
リン酸化は速やかに減少したが、STAT3 S727A変異体ではリン酸化が持続した。野生型 STAT3の TC45
ノックダウン細胞株では Y705 リン酸化は遷延し、TC45 発現量を増加させると Y705 リン酸化が早期
に減少した一方で、S727A変異型 STAT3の Y705リン酸化レベルは影響を受けなかった。野生型 STAT3
のTC45ノックダウン細胞株ではIL-6によるsocs3のmRNA発現量は長く転写活性が遷延したが、S727A
変異体では発現の持続時間に影響はなかった。 
【結論】STAT3セリン 727番目のリン酸化は主に TC45を介した働きによって STAT３の活性の持続時
間を制御している。 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 
 STAT3 は、IL-6 をはじめとするサイトカインや増殖因子の刺激を受け、遺伝子転写をもたらす重
要な転写因子である。刺激を受けた STAT3 は Y705 にリン酸化を受け、二量体形成と核移行の後、
標的遺伝子群の転写をもたらす。本論文は、活性化に伴い見られる STAT3 Ser727 リン酸化の役割を
明らかにすることを目的としている。実験には、ヒト肝癌細胞 HepG2 の STAT3 ノックダウン細胞
株に、STAT3 野生型、S727A 変異体、S727D 変異体、核移行能を欠失した STAT3 変異体などを安
定的に導入した再構成系が用いられ、STAT3 依存的転写活性や STAT3 Y705 リン酸化の持続におけ
る S727 リン酸化の役割が解析された。結果、STAT3 S727A 変異それ自体が、IL-6 による socs3 
mRNA 発現量の低下と mRNA 発現の遷延化をもたらすこと、この遷延化は、野生型に比べ STAT3 
S727A が socs3 プロモーター上に持続的に結合し、RNA Pol II も遺伝子上に持続して結合するとい
うクロマチン免疫沈降法の結果と一致していた。実際、STAT3 Y705 リン酸化は S727A 変異体では
持続していたが、この持続は SOCS3 タンパクによるネガティブフィードバックの低下では説明がつ
かなかった。そこで Ser727 リン酸化そのものによるチロシンリン酸化を制御する機序が存在すると
考え、その機序を解析した。IL-6 刺激後にキナーゼ阻害剤を加えてチロシンキナーゼを阻害し、pY705
の脱リン酸化を検討したところ、STAT3 野生型や S727D 変異体とは異なり、S727A 変異体では Y705
リン酸化が持続すること、また Ser727 依存的な pY705 脱リン酸化が主に核内で起こることを見出
した。さらに、このリン酸化 Ser727 依存的に pY705 の脱リン酸化をもたらすチロシン脱リン酸化
酵素として、核に局在する TC45 を同定しえた。 
 これらの結果は STAT3 Ser727 リン酸化がこれまでよく知られている STAT3 転写活性の増強作用
という役割に加えて、Ser727 リン酸化が STAT3 活性の持続を短くするという役割も持つことを示し
ており、その機序としてSTAT3 Ser727リン酸化が主に核内チロシン脱リン酸化酵素TC45を介して、
STAT3 pY705 の脱リン酸化を促進することによることを示している。 
 以上のことから、この論文は STAT3 Ser727 リン酸化が STAT3 活性の強さや持続を制御するとい
う新たな機序を明らかにするものであり、本申請者は、博士（医学）の授与に値すると判定された。 
